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１.	 序論 
	 Clostridioides difficile (以下 C. difficile) は抗菌薬関連下痢症/腸炎の原因菌として最も頻度
が高く, 時として中毒性巨大結腸症や消化管穿孔などの重篤な病態を引き起こす．毒性のあ
るC. difficileは病原因子としてトキシンA (以下 TcdA, コード遺伝子 tcdA) やトキシンB (以
下 TcdB, コード遺伝子 tcdB) を産生することが過去の研究から明らかになっているが, 2002
年に北米で流行した restriction endonuclease analysis (REA) タイプ BI, pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) タイプ NAP1, リボタイプ 027 株 (以下 BI/ NAP1/027 株) による C. 
difficile 感染症は過去のアウトブレイクと比較して重症度が高かった．同菌株は第 3 の毒素
と呼ばれるバイナリートキシン Clostridioides difficile transfelase (CDT, コード遺伝子 cdt) 
を産生することが判明したこともあり, 一部では高病原性株 (hypervirulent) と呼ばれる．同
菌株の存在が確認されて以降, C. difficile の毒性を規定する因子に関して様々な研究, 報告
が行われた. 代表的な研究としてBI/NAP1/027株の毒素産生能をトキシノタイプ 0の臨床株
と比較した結果,  TcdA が 16 倍, TcdB は 23 倍の産生増加がみられたという報告がある 
(Wanny et al., 2005). 一方で BI/NAP1/027 株を含む 4 株の REA タイプ BI 株と 4 株の臨床株
で mRNA レベルとタンパクレベルの毒素産生能を定量, 比較したところ, mRNA レベル, タ
ンパクレベルの何れも両群間での差を認めなかったという報告もある (Merrigan et al., 
2010). 
	 このように C. difficile のリボタイプや REA タイプによって毒性が推測できるかどうかに
ついては現時点で一定の見解は得られていない．近年, 便中 tcdB の増幅サイクル数が便中
の毒素量と相関があるという報告があり (Senchyna et al., 2017), C. difficile の毒素遺伝子発
現量は毒素産生能を類推すると考えられる. 本研究では臨床菌株のリボタイピングと REA
タイピングを施行し tcdA, tcdB, cdtB の発現量を定量することで, BI/NAP1/027 株を中心とし
た基準株と臨床株の毒素産生能を比較し, リボタイプ,  REA タイプとの関連性を探ること
を目的とした． 
２.	 実験材料と方法 
	 国内臨床試験で分離された 53株をリボタイピング, REAタイピングし, BI/ NAP1/027株を
含む 5 株のリファレンス株と併せて tcdA, tcdB, cdtB の遺伝子発現量を Reverse 
Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) を用いて測定した. 各々の菌
株が tcdA, tcdB, cdtB を保有するか否かを検討するため, 単離したコロニーを TE Buffer
（10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH8）100µl に懸濁し, 100˚C で 15 分間加熱後, 15000rpm で 2
分間遠心分離し, 上清を鋳型 DNA とし, 既報をもとに PCR を行った ( Kato et al., 1998,  
Stubbs et al., 2000). 遺伝子発現量定量のために菌株を GAM ブイヨン液体培地（Nissui 
Pharmaceuticals Co., Tokyo, Japan）で嫌気条件下, 37℃で 24時間培養し, その培養上清をRNA
抽出に用いた. RNA 抽出は TRIZOL reagent（Thermo Fisher Scientific, MA）のプロトコルに
沿って行った. 抽出した RNA を Primescript™ RT reagent キット（Takara Bio, Otsu, Japan）に
より逆転写し, cDNA を精製した後に毒素遺伝子発現量用のプライマーを用いて Real-time 
PCR を行った (Wroblewski et al., 2009, Woo et al., 2011). 各菌株の毒素遺伝子発現量はハウ
スキーピング遺伝子である rpoA を用いて標準化し, BI/ NAP1/027 株を基準として比較 Ct
（threthold cycle）法により相対的に定量した（2- [ΔCt sample - ΔCt control] ）. 
 
３.	 結果 
	 53 の臨床株は 17 種類のリボタイプに分類された. REA タイピングでは 43 株が 6 種類の
REA タイプに分類された. 10 株は特異的な REA タイプに分類出来なかった. 全ての臨床株
が tcdB を保有しており, 48 株が tcdA を保有し, 4 株が cdtB を保有していた.  
	 BI/NAP1/027 株とリボタイプごとに分類した臨床菌株の毒素遺伝子発現量を比較したと
ころ, 臨床菌株の中では特に tcdA の発現量において一部菌株の発現量が少ない傾向があっ
たものの, 全体としては BI/NAP1/027 株を含めた基準株と類似した発現量を示し, 有意差は
認められなかった (P=0.734, One-way ANOVA). 同様に tcdB, cdtB の発現量においても基準
株と臨床株は類似した発現量を示した. REA タイプごとに分類し比較した結果においても, 
BI/NAP1/027 株と臨床菌株の tcdA, tcdB 発現量は同等の傾向を示した.  
cdtB 保有株と非保有株との比較において, tcdA, tcdB の発現量は同等であった. 
 
４.	 考察 
	 毒素遺伝子の発現量は同じリボタイプ, REA タイプ内でもばらつきがあり, リボタイプや
REA タイプは菌の毒素遺伝発現量と相関を認めなかった．この結果はリボタイプや REA タ
イプによって C. difficile の毒素産生能を予測することが困難であることを示唆する．また
cdtB 保有株と非保有株との比較において, tcdA, tcdB の発現量の増加は認められなかった.  
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